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(54) Title: METHOD AND SAMPLING KIT FOR ANALYSING MATERIAL CONTAINING NUCLEIC ACID 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND PROBENKTT ZUR ANALYSE VON NUCLEINSAUREHALTIGEM MATERIAL 

V© (57) Abstract: The invention relates to a method for analysing material containing nucleic acid. Said material is deposited on a filter 
SO materia] and the filter material is dissolved in a solvent The inventive method is characterised in that the material containing nucleic 
QO acid is disintegrated on the filter material. The invention also relates to a sampling kit for carrying out said method. The inventive 
£j method and the sampling kit can be used to analyse all types of sample containing nucleic acid. 

£s (57) Zusammeafessung: Die vorfiegende Erfindung betriffl ein Yerfahren zur Analyse von nuclei nsaiurehaltigem Materia], das das 
Abscheiden des nucleins&urehaltigen Materials auf einem Filtermaterial und das AuflOsen des Filterraaterials in einem Lfisungsmit- 
O tel umfasst und dadurch gekennzeichnet ist, dass das nucleinsaurehalbge Material auf dem Filtermaterial aufgeschlossen wird. Des 
^ weiteren betriffl die voriiegende Erfindung auch ein Probe n kit zur DurchfUhrung des erfindungsgemassen Verfahrens. Das erfin- 
^ dungsgemasse Verfahren sowie der Probenkit kdnnen zur Analyse von nucteinsSurehaltigen Proben aller Art eingesetzt werden. 
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Verfahren und Probenkit zur Analyse von nucleinsfiurehaltigem Material 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analyse von nucleinsaure- 
haltigem Material, das das Abscheiden des nucleinsaurehaltigen Materials auf 
einem Filtermaterial und das Auflosen des Filtermaterials in einem 
LSsungsmittel umfafit Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung auch ein 
Probenkit zur Durchftthrung des erfindungsgemSBen Verfahrens. 

Bei der Analyse von nucleinsaurehaltigem Material, beispielsweise aus fliissigen 
Proben, ist es von entscheidender Bedeutung, daB das nucleinsaurehaltige 
Material bei der Probenaufbereitung mdglichst quantitativ erfafit wird. Dies ist 
notwendig, damit zum Beispiel bei der Analyse eines mit Keimen behafteten 
Lebensmittels keine der verschiedenen Keimarten unerkannt bleibt, auch wenn 
sie nur in geringer Konzentration vorliegt. 

Unter Standardlaborbedingungen, wie sie zum Beispiel in einem Labor zur 
mikrobiologischen Uberwachung der Produktion von Lebensmitteln vorhanden 
sind, werden zur Probenaufbereitung daher die Zentrifugation oder die 
Membranfiltration eingesetzt 

Ein Nachteil der Zentrifugation ist jedoch, daB nicht sicher alle Organismen 
erfafit werden kOnnen, so daB zum Nachweis einer Spureninfektion die Filtration 
die bevorzugte Methode darstellt Bei der Filtration besteht jedoch das Problem, 
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daB nach dem Filtrieren die abgeschiedenen Organismen sehr fest am 
Filtennaterial anhaften und je nach Filtertyp fest in dessen Poren eingeschlossen 
sein konnen. Daher ist es fiir anschlieBende Untersuchungen der Organismen 
praktisch unmoglich, die gesammelten Organismen quantitativ wieder vom 
Filtermaterial abzulSsen. 

Fur weiterfuhrende Untersuchungen entstehen daher sowohl bei der 
Zentrifugation als auch bei der herkSmmlichen Filtration immer Verluste an 
Organismen, so daB eine quantitative Untersuchung aller Organismen einer 
Probe, sowohl bezuglich einer weiterfuhrenden mikrobiologischen Analyse, als 
auch bezuglich einer anschlieBenden DNA-Isolierung, nicht gewahrleistet ist 
Die beschriebenen Nachteile bestehen auch fur andere Arten nucleinsSure- 
haltigen Materials. 

Demgem&fi ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur 
Analyse von nucleinsaurehaltigem Material sowie einen Probenkit zur 
Durchfxihrung dieses Verfahrens bereitzustellen, das die vorstehend aufgefiihrten 
Nachteile des Standes der Technik vermeidet 

Insbesondere ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Verfahren sowie 
einen Probekit zur VerfUgung zu stellen, bei denen aus Proben von 
nucleinsaurehaltigem Material die Nucleinsauren quantitativ erhalten werden. 
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Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, daB diese Aufgaben gelost werden 
konnen, wenn das auf einem Filtermaterial angesammelte nucleinsaurehaltige 
Material auf diesem Filtermaterial aufgeschlossen wird. 

Die vorliegende Erfindung stellt daher ein Verfahren zur Analyse von 
nucleinsaurehaltigem Material zur Verfiigung, das das Abscheiden des 
nucleinsaurehaltigen Materials auf einem Filtermaterial und das Auflosen des 
Filtermaterials in einem LSsungsmittel umfafit, worm das nucleinsaurehaltige 
Material auf dem Filtermaterial aufgeschlossen wird. 

Des weiteren stellt die vorliegende Erfindung einen Probenkit zur Durchfuhrung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Verfiigung, der ein Filtermaterial, eine 
Pufferlfisung, sowie ein Hilfsmittel zur verbesserten Phasentrennung umfaBt. 

Durch das erfindungsgemfiBe Verfahren ist es mSglich, Nucleinsauren wie DNA 
und RNA aus nucleinsaurehaltigem Material aller Art quantitativ zu erhalten. 
Dadurch ist gewahrleistet, daB keine Nucleinsauren aus dem nucleinsaurehaltigen 
Material verloren gehen und folglich in der Analyse nieht erkannt werden. 

Insbesondere ist dadurch gewahrleistet, daB bei der Analyse von Spuren 
nucleinsaurehaltigen Materials keine Nucleinsauren fibersehen werden und ihr 
Gehalt in der Probe quantitativ verlaBlich bestimmt werden kaim. 

DarQberhinaus werden die Nucleinsauren durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
in hoher Reinheit erhalten. 
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Die (lurch das erfindungsgemaBe Verfahren erhaltenen Nucleinsauren konnen fxir 
weitere Analysen, wie zJB. DNA-Hybridisierungen, Klonierungen, Polymerase 
Chain Reaction (PCR) etc., verwendet werden. Aufgrund der hohen Reinheit der 
Nucleinsauren kann dies auch direkt ohne weitere Reinigungs- oder 
Aufbereitungsschritte erfolgen. 

Falls die Nucleinsaurekonzentration fur weitere Analyseverfahren noch zu gering 
sein sollte, kdnnen diese mit gfingigen Konzentrationsverfahren, wie 
beispielsweise der alkoholischen Fallung oder mit Hilfe von 
nucleinsSurebindenden SSulen, noch angereichert werden. 

Der erfindungsgemaBe Probenkit ennSglicht eine anwenderfreundliche 
DurchfUhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Das Abscheiden des nucleinsfiurehaltigen Materials auf dem Filtermaterial kann 
aus jedem zur Filtration geeigneten Medium erfolgen. Im allgemeinen wird das 
nucleinsSurehaltige Material aus fluider, wie zum Beispiel flQssiger, Phase 
abfiltriert 

Als Filtermaterial kann jegliches Material dienen, das zum einen zum 
Abscheiden des nucleins&urehaltigen Materials geeignet ist und zum anderen in 
einem Ldsungsmittel aufgelost werden kann. 

Bevorzugterweise wird im erfindungsgemSBen Verfahren als Filtermaterial ein 
Polycarbonat- oder Celluloseacetatfilter eingesetzL Polycarbonatfilter haben den 
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Vorteil, daB sie sich rilckstandslos im geeigneten L6suhgsmittel auflosen lassen, 
wahrend Celluloseacetatfilter sehr preiswert sind. 

Als Losungsmittel zur AuflSsung des Filtermaterials werden bevorzugt 
Chlorofonn oder Phenol eingesetzt. Dabei eignet sich Chloroform besonders zur 
Auflfisung von Polycarbonatfiltern, Phenol besonders zur AuflOsung von 
Celluloseacetatfiltern. Diese Losungsmittel haben den Vorteil, daB sie die 
Nucleinsauren nicht angreifen und die Filtermaterialien im Falle des 
Polycarbonatfilters vollstandig und im Falle des Celluloseacetatfilters 
weitestgehend auflosen konnen. 

Das AufschlieBen des auf dem Filtermaterial abgeschiedenen nucleinsaure- 
haltigen Materials kann mittels aller gangigen Methoden erfolgen, wie zum 
Beispiel einer Behandlung mit Ultraschall oder dem Kochen der Proben im 
Wasserbad fur mehrere Minuten. 

Bevorzugterweise wird zum AufschlieBen des nucleinsaurehaltigen Materials das 
Filtermaterial mit dem darauf abgeschiedenen nucleinsaurehaltigen Material der 
in einem Mikrowellengerat erzeugten Strahlung, einer Hitzebehandlung, einer 
Behandlung mit Ultraschall oder einem mechanischen Verfahren, wie dem 
ROhren oder Schutteln zusammen mit festen Partikeln, ausgesetzt Dadurch 
lassen sich beispielsweise bei zellhaltigem Material die Zellwande schnell und 
quantitativ aufschlieBen und somit die Nucleinsauren freisetzen. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren kann zur Analyse von nucleinsaurehaltigem 
Material aller Art, wie zum Beispiel Material, das Mikroorganismen wie Hefen 
und Bakterien, Pilze, Viren, Algen oder pflanzliches Material umfaBt, verwendet 
werden. 

Bevorzugt ist der Einsatz des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Analyse von 
nucleinsaurehaltigem Material, das Organismen umfaBt. 

Diese Organismen k6nnen nach dem Abscheiden auf dem Filtermaterial vor dem 
Aufschlieflen noch mit weiteren Methoden bearbeitet werden. Dies kann zum 
einen so geschehen, daB zur Erh6hung der Anzahl der Organismen diese auf 
festen oder in flussigen Nahrmedien bebrtttet werden. Damit kann eine 
Verbesserung der Nachweisgrenzen dieser Organismen erreicht werden. 

Die auf dem Filtermaterial befindlichen Organismen kOnnen vor dem AufschluB 
auch mikroskopiert und/oder mit Farbstoffen angefarbt werden. Als Farbstoffe 
k6nnen dabei beispielsweise Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden. 

Durch das Mikroskopieren und/oder Anf&rben der Organismen, kann 
beispielsweise festgestellt werden, ob die auf dem Filtermaterial angesammelten 
Organismen lebend oder tot sind. Nach der Untersuchung auf ihre 
Lebensfihigkeit kfinnen die Organismen mit molekularbiologischen Methoden 
weiter differenziert werden. Dabei stellt es einen besonderen Vorteil des 
erfindungsgemaBen Verfahrens dar, daB die Differenzierung mit molekularbio- 
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logischen Methoden genau die selben Organismen betrifft, die vorher 
mikroskopiert und/oder durch Anfarbung analysiert wurden. 

Nach dem Auflosen des Filtennaterials k6nnen die Nucleinsauren z.B. mit Hilfe 
eines Puffers aus der L6sung extrahiert werden. Dazu wird eine mit der Losung 
nicht mischbare Pufferphase zur Losung hinzugegeben. 

In einer bevorzugten Ausfuhnmgsform wird zu dem zweiphasigen System ein 
Mittel zur Verbesserung der Phasentrennung eingesetzt. Dies ist 
bevorzugtenveise ein Phase-Lock-Gel wie es von der Firma Eppendorf 
vertrieben wird. 

Die sich in der Pufferphase befindenden Nucleinsauren k6nnen direkt zum 
Beispiel in die PCR eingesetzt werden. Fiir den Fall, daB die Nucleinsaure- 
konzentration noch sehr niedrig ist, kdnnen die isolierten Nucleinsauren mit 
gSngigen Ronzentrationsverfahren, wie zum* Beispiel der alkoholischen Fallung 
oder mit Hilfe von nucleinsaurebindenden Sftulen, noch angereichert werden. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren und/oder der erfindungsgemafle Probenkit 
kdnnen zur Analyse von fluiden Medien aller Art eingesetzt werden. 

Bevorzugt ist der Einsatz des Verfahrens/Probenkits dort, wo fluide Medien wie 
zum Beispiel FlQssigkeiten analysiert werden sollen, die aber einen iSngeren 
Zeitraum oder mehrfach verwendet werden sollen. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das erfinciungsgemafle Verfahren 
und/oder der erfindungsgemafie Probenkit zur Analyse von Brunnenwasser oder 
in Wasserwerken beispielsweise zur Priifung auf E. coli und coliforme Keime, 
oder zur Analyse von Frischwasser, wie sie beispielsweise fur Krankenh&user 
oder Altenheime in regelmafiigen Abstanden, zum Beispiel zur Priifung auf 
Legionellen, vorgeschrieben sind, eingesetzt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das erfindungsgemafie 
Verfahren und/oder der erfindungsgemafie Probenkit zur Priifung auf 
Krankheitserreger oder andere Verunreinigungen eingesetzt, beispielsweise zur 
Analyse von Blutserum, Dialysefliissigkeiten, oder Lebensmitteln, dabei vor 
allem GetrSnken wie Bier oder Soft-Getr&nken und Saften. 

Das Verfahren/der Probenkit kann auch zur Analyse von FlQssigkeiten aus dem 
technischen Bereich wie SchmierSlen, Hydraulikfliissigkeiten, Reinigungs- 
lfisungen, Ktlhlmittel, etc. verwendet werden. 

Daneben ist es grunds&tzlich mdglich, das Verfahren/den Probenkit zum 
Nachweis von Beimischungen organischen Materials zu jedweden Flilssigkeiten 
einzusetzen, zum Beispiel der Beimischung von Apfelsaft zu Orangensaft, oder 
Gewasserverunreinigungen, die durch organisches Material verursacht wurden. 

Der Probenkit zur Durchfvihnmg des erfindungsgemSfien Verfahrens umfafit: 
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a) Filtermaterial zur Filtrierung einer bestimmtem Anzahl an 
Proben mit nucleinsaurehaltigem Material, 

b) eine oder mehrere Pufferl6sung(en) zur Extraktion der Nucleinsauren, die 
mit dem oder den LSsungsmitteln nicht mischbar sind, 

c) ein oder mehrere Reagenz(ien) zur Verbesserung der Phasentrennung 
zwischen LSsungsmittel und PufferliJsung bei der Extraktion der 
Nucleinsauren. 

Optional kSnnen dem Kit noch ein oder mehrere LSsungsmittel zur Auflosung 
des Filtennaterials, sowie weitere Reagenzien zur Detektion der aus der Probe 
isolierten Nucleinsauren beigeftlgt sein. 

In diesem Probenkit ist das ftir die Routineanalyse von Proben, die 
nucleinsaurehaltiges Material enthalten und die beispielsweise auf eventuell 
vorhandene Kontaminationen mit Mikroorganismen mittels DNA-Analysen 
untersucht werden soil, notwendige Material zusammengestellt. 

Vorteile des so zusammengestellten Kits sind, dafi der Anwender nur noch 
wenige Arbeitsschritte selbst durchftlhren mufl und somit der Arbeitsaufwand des 
Anwenders sowie das Fehlerrisiko durch zum Beispiel falsches Pipettieren oder 
Verwechseln von Proben oder LGsungen bei der Durchftihrung einer Analyse 
minimiert werden. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfaflt der erfindungsgemafie Probenkit: 

a) je einen Membranfilter pro Probe, 

b) PufFerlosungen fur die Extraktion der NucleinsSuren, 

c) Mittel zur Verbesserung der Phasentrennung, wobei jeweils ein Gef&B mit 
der zur Bearbeitung einer Probe erforderlichen Menge pro Probe 
bereitgestellt wird, 

d) Reagenzien zur DurchfQhmng einer DNA-Analyse, wobei jeweils ein 
GefaB mit den fth: die Durchfuhrung der PCR erforderlichen Reagenzien 
pro Probe bereitgestellt wird, 

e) Kontrollreagenzien ftlr die PCR, d.h. Reagenzien und Kontroll-DNA fiir 
die notwendigen Positiv-Reaktionen. 

Weiter bevorzugt umfafit das Mittel 2iir Verbesserung der Phasentrennung ein 
Phase-Lock-Gel wie es von der Firma Eppendorf bezogen werden kann. 

Das erfindungsgemafie Verfahren wird nachstehend anhand eines Beispiels 
beschrieben. 



Beispiel 1: 
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Eine Wasserprobe wird mittels Membranfiltration iiber einem Polycarbonat- 
membranfilter abfiltriert Der Filter wird anschliefiend in ein 2ml- 
Eppendorfgef&B uberfuhrt Der Inhalt dieses GefaBes wird dann 3 Minuten lang 
der Strahlung einer 650 Watt starken Mikrowelle ausgesetzt Danach werden zur 
Probe 200 pi Wasser und 800 \il eines Oilorofonn/Isoamylalkohol Gemisches 
(Volumenanteil 24/1) hinzugefitgt Die Probe wird geschuttelt bis der Filter frei 
in der Probe schwimmt Anschliefiend wird die Probe durch Uberkopfschiitteln 
bei 30 U/min 10 Minuten lang weiter geschattelt, bis sich der Filter vollstandig 
aufgelOst hat Es werden dann 300 fil Phase Lock Gel der Firma Eppendorf in ein 
weiteres 2ml-Eppendorfgef£B gegeben. Der gesamte Inhalt des ersten 
Eppendorfgef&Bes wird dann zum Phase Lock Gel hinzugegeben. Zur 
Phasentrennung wird bei 14.000 U/min 2 Minuten lang zentrifugiert. 
Anschliefiend werden 150 pJ der oberen Phase in ein frisches Gefefi flberfllhrt. 10 
\xl der so aufbereiteten Probe werden fiir eine PCR-Analyse mit einem 
Ansatzvolumen von 50 \d verwendet. 

Der Probenkit zur DurchfUhrung des erfindungsgemafien Verfahrens wird im 
folgenden an einem Beispiel beschrieben: 

Beispiel 2: 

Kit-Inhalte sind 

• 50 Polycarbonat-Membranfilter, steril einzeln verpackt 

• 1 Gefefi mit 5,0 ml Tris-PufFer, pH 8,5 
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• 1 GefaB mit 10 ml 0,01 M Tris-EDTA-Puffer 

• 50 2,0 ml-EppendorfgefaBe mit je 300 |il Phase Lock Gel 

• Reagenzien zur Durchfuhrung einer PCR, bestehend aus 2 
Oligonucleotide^ dNTPs und PCR-Puffer, 48 x vordosiert in der fiir die 
Analyse je einer Probe erforderlichen Menge (50 pi), und getrocknet 

• Kontrollen fur die PCR, ebenfalls bereits 48 x vordosiert (Reagenzien fur 
die PCR sowie 0,05 ng Kontroll-DNA fur die Positiv-Kontrolle) und 
getrocknet 

• Arbeitsvorschrift 



WO 02/22866 



13 



PCT/EP01/10363 



Patentanspruche 



1. Verfahren zur Analyse von nucleinsaurehaltigem Material, das das Abscheiden 
des nucleinsaurehaltigen Materials auf einem Filtennaterial und das AuflSsen 
des Filtermaterials in einem LSsungsmittel umfaBt, dadurch gekennzeichnet, 
daB das nucleinsaurehaltige Material auf dem Filtennaterial aufgeschlossen 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Filtennaterial 
ein Celluloseacetat- oder Polycarbonat-Filter verwendet wird 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Filtennaterial in Phenol oder Chloroform aufgel6st wird. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB zum Aufschliefien des auf dem Filtennaterial abgeschiedenen 
nucleinsaurehaltigen Materials Mikrowellenstrahlung, Hitze, Ultraschall oder 
ein mechanisches Verfahren eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB das nucleinsaurehaltige Material Organismen umfaBt 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die auf dem 
Filtennaterial abgeschiedenen Organismen auf festen oder in fKlssigen 
NShrmedien zur ErhOhung der Keimzahlen bebrtttet werden 
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7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die auf dem 
Filtermaterial abgeschiedenen Organismen mikroskopiert und/oder mit 
Farbstoffen angefarbt werden. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nucleinsauren nach Auflosen des Filtermaterials mit einem Puffer 
extrahiert werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die NucleinsSuren 
nach der Extraktion direkt in der Pufferphase in die PCR eingesetzt werden. 

10. Probenkit zur Ausf&hrung des Verfahrens nach einem der vorstehenden 
Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Filtermaterial, eine 
Pufferlosung und ein Mittel zur Verbesserung der Phasentrennung umfaBt 

11. Probenkit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB er als 
Filtermaterial einen Celluloseacetat- oder Polycarbonatfilter umfaBt 

12. Probenkit nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB er 

a) je einen Membranfilter pro Probe, 

b) PufferlSsungen ffir die Extraktion der Nucleinsauren, 

c) Mittel zur Verbesserung der Phasentrennung, wobei jeweils ein GefaB 
mit der zur Bearbeitung einer Probe erforderiichen Menge pro Probe 
bereitgestellt wird, 
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d) Reagenzien zur Durchfuhrung einer DNA-Analyse, wobei jeweils ein 
Gefafi mit den fur die Durchfuhrung der PCR erforderlichen Reagenzien 
pro Probe bereitgestellt wird, 

e) Kontrollreagenzien fur die PCR, dh. Reagenzien und Kontroll-DNA fur 
die notwendigen Positiv-Reaktionen 

umfafit 

13. Probenkit nach Anspruch 10, 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB er als 
Mittel zur Verbesserung der Phasentrennung ein Phase-Lock-Gel umfafit. 
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